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Procedimiento para determinar poder antioxidante en agua
mineromedicinal.
Se ha desarrollado un procedimiento para determinar el
poder antioxidante en aguas Minero-medicinales (M-m).
Estas aguas son conocidas por sus virtudes terapéuti-
cas sobre ciertas enfermedades crónicas e inflamatorias.
Además, tienen efectos revitalizadores sobre células y te-
jidos, contribuyendo a la reparación de la piel, reactivando
el metabolismo, eliminando toxinas por sudoración y faci-
litando la diuresis, atenuando las afecciones articulares
como procesos reumáticos y postoperatorios del aparato
locomotor y controlando el estrés, en definitiva, mejoran-
do la calidad de vida. A pesar de que se han desarrollado
multitud de métodos para determinar el poder antioxidan-
te de alimentos y bebidas, lamentablemente la mayoría
de ellos se basan en la detección de compuestos fenóli-
cos y otros componentes antioxidantes que no existen en
el agua, y además muchos de ellos han sido diseñados
para aplicarse en medios lipídicos, lo que hacía imposible
su determinación en el agua.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.E
S
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DESCRIPCIÓN
Procedimiento para determinar poder antioxidante en agua mineromedicinal.
Sector de la técnica
- Sector según el área de la técnica: farmacéutico, alimentación, bebidas
- Sector según el área de aplicación de la invención: determinación del poder antioxidante de aguas minero-medi-
cinales de aplicación en hidrología médica
Estado de la técnica
El oxígeno está asociado a las condiciones de vida aerobia (Davis, J. Kelvin (1995). Oxidative stress: the paradox
of aerobic life. Biochem. Soc. Symp. 61:1-31) y representa la fuerza motriz para el mantenimiento del metabolismo
y viabilidad celular, al mismo tiempo que entraña un peligro potencial debido a que es responsable de la formación
de radicales libres (RL) y especies reactivas de oxígeno (ROS). Concentraciones excesivas de RL y ROS tienen serios
efectos adversos sobre los seres vivos, pudiendo producirse la peroxidación de las membranas lipídicas, la hidroxi-
lación de las bases de los ácidos nucléicos y la oxidación de los grupos sulfidrilo y otros puntos sensibles de las
proteínas.
La generación de estas sustancias prooxidantes se encuentra controlada mediante mecanismos celulares de defensa
antioxidantes, reductores o secuestrantes, que aparecen distribuidos de forma estratégica en diferentes orgánulos sub-
celulares con objeto de minimizar el daño que se produciría por un exceso de RL y ROS. Este mecanismo de defensa
antioxidante está compuesto por antioxidantes enzimáticos, entre los que se encuentran superóxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx), y antioxidantes no enzimáticos, entre los que se encuentran las vitaminas
A, C y E. No obstante, cuando los mecanismos de defensa antioxidante llegan a ser insuficientes para contrarrestar
la excesiva producción de RL y ROS se originan alteraciones celulares que van a conducir a una situación de estrés
oxidativo.
En definitiva, los antioxidantes tanto endógenos como aquellos que se incorporan en nuestro organismo en forma
de alimentos, especialmente frutas y verduras, se encargan de contrarrestar el potencial citotóxico de los RL disminu-
yendo la reactividad de éstos al desproveerlos del electrón desapareado y transformarlos así a especies más estables
y menos reactivas (Fridowich I. (1978). The biology of oxygen radicals. Science 201, 875-880; Halliwell B, Gutte-
ridge JMC. (1989) Free Radicals in Biology and Medicine. Oxford University Press. New York.; Cadenas, E. (1989)
Biochemistry of oxygen toxicity. Ann. Rev. Biochem. 58, 79-110.; Sáez GT, Bannister W, Bannister JV. (1990) Free
radicals and thiol compounds. The role of glutathione agaisnt free radical toxicity. In: CRC handbook of physiologycal
functions of glutathione. (Viña, J. ed.) CRC Press Inc. Florida. pp 237-254.). Numerosos estudios han mostrado que el
consumo de antioxidantes puede reducir la incidencia de ciertas patologías y mejorar las perturbaciones ocasionadas
en el organismo por el paso de los años (envejecimiento), de ahí la importancia del estudio del poder antioxidante de
los alimentos (especialmente frutas y verduras) y las bebidas (zumos, vinos, cerveza, té, café, etc) y del agua.
Basados en esta capacidad antioxidante se han desarrollado distintos métodos de evaluación de la que se denomina
actividad antioxidante global, generalmente basados en la evaluación de la capacidad de captura de radicales libres
o en la evaluación de su capacidad reductora. Desafortunadamente muchos de estos métodos han sido desarrollados
para aplicarse en medios lipídicos y, por tanto, no son adecuados para otros tipos de productos.
Entre la metodología utilizada para determinar actividad antioxidante total se pueden citar:
a) Ensayo TRAP (del inglés total radical-trapping parameter Wayner DDM, Burton GW, Ingold K. (1985). Quan-
titative measure of the total, peroxyl radical-trapping capacity of human blood plasmas by controlled peroxidation.
FEBS Lett. 187, 33-37.). Actualmente casi no se emplea.
b) Captura del anión superóxido (Kanner J, German JB. (1987). Initiation of lipid peroxidation in biological sys-
tems. Crit. Rev Food Sci Nutr. 25: 317-364.). No se ha encontrado buena correlación con la capacidad preventiva de
la oxidación lipídica.
c) Método del radical 2,2-diphenil-1-picrilhidracil (DPPH) (Kaneda H, Kobayashi N, Furusho S, Sahara H, Koshi-
no S. (1995). Reducing activity and flavor stability of beer. Master Brew. Assoc. Am., Tech. Q. 32: 90-94.). Limitado
por su reproducibilidad inter-ensayos.
d) Ensayo FRAP, (del inglés ferric-reducing antioxidant power), (Benzie IFF, Strain H. (1996). The ferric reducing
ability of plasma (FRAP) as a measure of “antioxidant power”: the FRAP assay. Analytical Biochemistry. 239: 70-
76). Mide la capacidad de reducción que no refleja necesariamente la actividad antioxidante.
e) Método ORAC, (del inglés oxygen radical absorbance capacity) (Cao G, Sofic E, Prior RL. (1997). Antioxidant
and prooxidant behavior of flavonoids: Structure-activity relationships. Free Radicals Biol. Med. 22: 749-760.) Cada
antioxidante analizado presenta comportamientos muy dispares.
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f) Método del 3-etilbenzotiazoline-6 sulfonato (ABTS) (Re R,. Pellegrini N, Proteggente A., Pannala A, Yang M,
Rice-Evans C. (1999). Antioxidant activity applying and improved ABTS radical cation decolorization assay. Free
Radical Biology & Medicine. 26 (9/10): 1231-1237). La capacidad de captura de radicales libres en este método no es
un reflejo de su verdadera actividad antioxidante.
g) Método del N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD) (Fogliano V, Verde V, Randazzo G, Ritieni A. (1999). Met-
hod for measuring antioxidant activity and its application to monitoring the antioxidant capacity of wines. J. Agric.
Food Chem. Vol 47, 3: 1935-1940.). Método con alta reproducibilidad inter-ensayo, útil para medios no lipídicos.
La información que relaciona a los antioxidantes con una buena salud es ya conocida y manejada por un amplio
sector de la población, que se preocupa por adquirir alimentos con alto contenido de antioxidantes. El efecto benefi-
cioso de los alimentos vegetales, frutas y bebidas se atribuye principalmente a sustancias con actividad antioxidante,
como los compuestos polifenólicos, el ácido ascórbico (vitamina C), los carotenoides y la vitamina E (Acuña UM,
Atha DE, Ma J, Nee MHY, Kenelly EJ. (2002) “Antioxidant Capacities of Ten Edible North Americans Plants”, Phy-
tother. Res. 16:63-65, Baolu Z. (2001) “Free Radical Reaction of Green Tea Polyphenols”. En Micronutrients and
Health, AOCS. Press, Champaign, Illinois, 60-73, Rice-Evans CA, Miller NJ. (1996) “Antioxidant activities of fla-
vomoids as bioactive components of foods” Biochem. Soc. Trans. 20:790-795). Se ha sugerido que estas sustancias
aumentan la defensa antioxidante del organismo contra el “estrés oxidativo” responsable de diferentes tipos de daño
celular.
Las aguas Minero-medicinales (M-m) son conocidas por sus virtudes terapéuticas sobre ciertas enfermedades
crónicas e inflamatorias. Además, tienen efectos revitalizadores sobre células y tejidos, contribuyendo a la reparación
de la piel, reactivando el metabolismo, eliminando toxinas por sudoración y facilitando la diuresis, atenuando las
afecciones articulares como procesos reumáticos y postoperatorios del aparato locomotor y controlando el estrés, en
definitiva, mejorando la calidad de vida.
Los efectos antioxidantes de determinadas aguas minero-medicinales ricas en azufre y las técnicas hidrológicas
que con ellas se prescriben, abren nuevas vías terapéuticas para tratar la inflamación, procesos degenerativos y el pro-
pio proceso natural del envejecimiento. Como ejemplos de estudios clínicos se puede citar el efecto de las aguas M-m
sulfuradas o de la talasoterapia sobre las faringitis crónicas (Barbieri M, Mora F, Melloni F, Cordone MP, Perottino F,
Mora R. Effets des eaux sulfureuses sur les pharyngites chroniques. Revue de la FMF. 5 juillet 2002), ciertas afecciones
ORL y pulmonares Suskovic S, Hull Z, Mrksic V, Raspor T. Plucne Bolesti. Efficacy of the inhalation of warm mineral
water from Moravci well MT-6 in patients with chronic obstructive lung disease. 1991;43(1-2):109-112 (Kurabayashi
H, Kubota K, Machida I, Tamura K, Take H, Shirakura T. Effective physical therapy for chronic obstructive pulmonary
disease. Pilot study of exercise in hot spring water. Am J Phys Med Rehabil. 1997;76(3):204-207, Tanizaki Y, Kitani
H, Okazaki M, Mifune T, Mitsunobu F, Honke N. Arerugi. Clinical effects of complex spa therapy on patients with
steroid-dependent intractable asthma (SDIA). 1993;42(3Pt):219-227, Abramo A, Pollastrini L, Cristalli G. Treatment
of chronic inflammation of the upper respiratory tract by sulfur-sulfate-bicarbonate-carbonate-alkaline earth mineral
water: a immunochemical study of nasal mucus Acta Otorhinolaryngol Ital. 1996 Dec;16(6 Suppl 55):95-100, Staffie-
ri A., Miani C, Bergamin A.M, Arcangeli P, Canzi P. Effect of sulfur salt-bromine-iodine-thermal waters on albumin
and IgA concentrations in nasal secretions Acta Otorhinolaryngol Ital 1998;18(4):233-238, Cristalli G, Abramo A,
Pollastrini. Treatment of chronic inflammation of the upper respiratory airways by inhalation thermal therapy with
sulfur-sulfate-bicarbonate-carbonate-alkaline earth mineral water: a study of nasal cytology. Acta Otorhinolaryngol
Ital. 1996;16(6 Suppl 55):91-4, Guillemin F, Virion JM, Escudier P, De Talance N, Weryha G. Effect on osteoarth-
ritis of spa therapy at Bourbonne-les-Bains. Joint Bone Spine 2001;68(6):499-503) y sobre todo ciertas afecciones
reumáticas (Bouvenot G, Ambrosi P. Evaluation of spa therapy in rheumatology. Joint Bone Spine. 2000;67(4):262-3,
Verhagen AP, de Vet HC, de Bie RA, Kessels AG, Boers M, Knipschild PG. Bal-neotherapy for rheumatoid arthritis
and osteoarthritis. Cochrane Database Syst Rev. 2000;(2):CD000518, Konrad K. The way forward for balneotherapy.
Br J Rheumatol. 1994;33(3):301, Elkayam O, Wigler I, Tishler M, Rosenblum I, Caspi D, Segal R, Fishel B, Yaron
M. Effect of spa therapy in Tiberias on patients with rheumatoid arthritis and osteoarthritis. J Rheumatol. 1991;18
(12):1799-1803, Machtey I. Mineral bath therapy in arthritis. Ann Rheum Dis. 1991;50(3):201, Sukenik S, Buskila
D, Neumann L, Kleiner-Baumgarten A, Zimlichman S, Horowitz J. Sulphur bath and mud pack treatment for rheu-
matoid arthritis at the Dead Sea area. Ann Rheum Dis. 1990;49(2):99-102, Armijo Valenzuela M, San Martín Bacai-
coa J, et al. “Curas Balnearias y Climáticas. Talasoterapia y Helioterapia”. Edit. Complutense. Madrid. 1994; 18, 255).
Algunos estudios clínicos en reumatología han demostrado la modulación de las tasas séricas de ciertos paráme-
tros inflamatorios (αTNF, PGE2 LTB4,) en el curso de curas balnetoterápicas (Bellometti S, Galzigna L, Richelmi P,
Gregotti C, Berte F. Both serum receptors of tumor necrosis factor are influenced by mud pack treatment in osteoarth-
rotic patients. Int J Tissue React. 2002;24(2):57-64, Bellometti S, Galzigna L. Serum levels of a prostaglandin and a
leukotriene after thermal mud pack therapy. J Investig Med. 1998;46(4):140-145, Bellometti S, Giannini S, Sartori L,
Crepaldi G. Cytokine levels in osteoarthrosis patients undergoing mud bath therapy. Int J Clin Pharmacol Res. 1997;17
(4):149-53, Bellometti S, Cecchettin M, Lalli A, Galzigna L. Mud pack treatment increases serum antioxidant defen-
ses in osteoarthrosic patients. Biomed Pharmacother. 1996;50(1):37) o de talasoterapia. Otros estudios sobre células
aisladas (mastocitos, eosinófilos, monocitos) han puesto de manifiesto la modulación de ciertas actividades celulares
por el agua M-m (Beauvais F, Garcia-Mace JL, Joly F. In vitro effects of Uriage spring water on the apoptosis of
human eosinophils. Fundam Clin Pharmacol. 1998;12(4):446-450, Joly F, Charveron M, Arié MF, Bidault J, Kahhak
L, Beauvais F, Gall Y. Effect of Avene Spring Water on the Activation of Rat Mast Cell by Substance P or Antigen.
Skin Pharmacology and Applied Skin Physiology 1998;11:111-116.).
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Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigación, en balnearios con aguas mineromedicinales sul-
furadas y sulfatadas, han mostrado que dichas aguas producen un efecto antioxidante, disminuyendo la eliminación
urinaria de productos de lipoperoxidación (Hernández Torres A, Ramón Giménez JR, Cuenca Giralde E, Casado Mo-
ragón A, López Fernández E, Guillén J, Chamorro JC, Caballero C. Influencia de la edad y la crenoterapia sobre el
estado oxidativo humano. Rev Esp Geriatr Gerontol 2002;37:(S1)20, Hernández Tones A, “Efecto antioxidante de
la crenoterapia con aguas minero-medicinales” Medicina Antienvejecimiento 2003; 1: 55-56, Hernández Torres A,
Ramón Giménez JR, Martell Claros N, Cuenca Giralde E, Márquez Montes J. “Resultado de la acción crenoterápica
con aguas sulfuradas y peloides y otras medidas no farmacológicas sobre la tensión arterial en el balneario” Bol Soc
Esp Hidrol Med 2000;15(1):35-46, Ramón Giménez JR, Hernández Torres A, Cuenca Giralde E, Casado Moragón A,
López Fernández E, Guillén J, Chamorro JC, Caballero C. Influencia de diferentes aguas minero-medicinales ricas en
azufre sobre la tensión arterial. Rev Esp Geriatr Gerontol 2002;37(S 1):83-84. Hernández Torres A, Ramón JR, Cuenca
Giralde E, Casado A, López-Fernández E. Capacidad antioxidante de la balnetoterapia con aguas minero-medicinales
sulfuradas y sulfatadas. Medicina Naturista 2004;7:361-370), pero desconocemos si otras aguas mineromedicinales
(con otros componentes, como carbonatos o bicarbonatos, por ejemplo) son también capaces de producir el mismo
efecto antioxidante en el organismo. Por ello nuestro principal objetivo fue determinar el poder antioxidante de las
aguas mineromedicinales y comprobar, después, como variaba el poder antioxidante de estas aguas en función de su
composición y propiedades.
A pesar de que se han desarrollado multitud de métodos para determinar el poder antioxidante de alimentos y
bebidas, lamentablemente la mayoría de ellos se basan en la detección de compuestos fenólicos y otros componentes
antioxidantes que no existen en el agua, y además muchos de ellos han sido diseñados para aplicarse en medios
lipídicos, lo que hacía imposible su determinación en el agua.
Descripción de la invención
- Breve descripción de la invención
Las modificaciones metodológicas propuestas consisten, en esencia, en modificar las diluciones de la muestra a
analizar (en nuestro caso cualquier tipo de agua) con el reactivo R1, incluido en el kit PAO. El reactivo R1 contiene
bathocuproina (2,9-dimetil-4,7difenil-1,10-fenantrolina) es un reactivo cromogénico que forma un complejo coloreado
con el Cu+, que tiene una absorbancia máxima a 490 nm. El Cu+ es generado por la acción de los antioxidantes de la
muestra sobre el Cu++, presente en el reactivo R2 (también incluido en el kit).
Queda claro, por tanto, que para la detección del poder antioxidante ambos elementos: muestra a valorar y reactivo
cromogénico juegan un papel importante; si no existe suficiente muestra no se produce el paso de Cu++ a Cu+ y si no
existe reactivo cromógeno no se originaria ningún complejo coloreado para detectar a 490 nm. De ahí la importancia de
optimizar las cantidades requeridas de ambos elementos: muestra y reactivo cromogénico (R1) para poder determinar
el poder antioxidante total. Con la dilución de la muestra en el reactivo R1 propuesta en el kit PAO no era posible
determinar el poder antioxidante en agua, mientras que con la dilución que se propone si ha sido posible determinarlo
y cuantificarlo.
Descripción de las figuras
Figura 1 curva de calibración (incluida en el protocolo del kit) representando la absorbancia neta (incremento de
absorbancia) a 490 nm en el eje de ordenadas frente a la concentración de ácido úrico mM en el eje de abcisas realizada
con diferentes concentraciones de ácido úrico (2,0; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 y 0,063 mM)
Figura 2 curva de calibración (obtenida en el laboratorio) representando la absorbancia neta (incremento de absor-
bancia) a 490 nm en el eje de ordenadas frente a la concentración de ácido úrico mM en el eje de abcisas realizada
con diferentes concentraciones de ácido úrico (2,0; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 y 0,063 mM). Esta curva de calibración se ha
utilizado para obtener los resultados de las muestras de los tres balnearios que se presentan
- Descripción detallada
Nuestra solución para poder determinar el poder antioxidante del agua fue modificar la metodología del el kit
BIOXYTECH® AOP-490TM que comercializa la casa DELTACLON como kit PAO (inglés AOP) y que está basado
la reducción del Cu++ a Cu+, debido a la acción combinada de todos los antioxidantes presentes en la muestra. El Cu+
reacciona un reactivo cromogénico que contiene Bathocuproina (2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolina) que forma
un complejo coloreado con el Cu+, que tiene una absorbancia máxima a 490 nm.
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Reactivos incluidos en el kit BIOXYTECH® AOP-49OTM
- Reactivo 1 (contiene Bathcocuproina: 2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenanthrolina)
- Reactivo 2 (contiene (Cu++)
- Solución “stop”
- Ácido úrico estándar (liofilizado)
Preparación de la solución estándar
Disolver el ácido úrico liofilizado en 1 ml de NaOH al 10%, añadir 2 ml de agua desionizada. Ajustar el pH a 7,4
con HC1 concentrado. Añadir agua desionizada (H2O DI) hasta conseguir el volumen total indicado en la etiqueta del
frasco del ácido úrico estándar del kit. La concentración de ácido úrico de la solución estándar preparada es 2 mM.
La solución estándar una vez reconstituida permanece estable durante al menos un año a -70ºC.
Obtención de la curva de calibración
La curva de calibración se realizó utilizando una concentración 2 mM de ácido úrico estándar. A partir de ésta se
prepararon soluciones decrecientes con diferentes concentraciones de ácido úrico (2,0; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 y 0,063
mM) como se indica en el siguiente cuadro
Los resultados del análisis pueden expresarse en “equivalentes de ácido úrico en mM”, o como “equivalentes de
cobre reducido en µM”. La conversión entre las dos unidades se basa en la reducción de 2189 µM Cu++ a Cu+ por 1
mM de ácido úrico.
Preparación de la muestra
Las muestras, antes de ser utilizadas, deben almacenarse a -70ºC. Las muestras con concentración superior a 2 mM
equivalentes de ácido úrico, deben diluirse con el reactivo 1 (con Bathocuproina) previamente al ensayo.
Ensayo
1.- Etiquetar un tubo de ensayo para cada uno de los estándares y muestras a determinar.
2.- Diluir cada estándar o muestra con el reactivo R1 (contiene Bathocuproine) en proporción 1/40 (por ejem-
plo, 15 µl de muestra más 585 µl de R1).
3.- Añadir 200 µl de cada dilución en cada uno de los pocillos de la microplaca.
4.- Leer la placa a 490 nm.
5.- Añadir 50 µl del reactivo 2 (con Cu++) a cada pocillo y mezclar.
6.- Incubar durante tres minutos a temperatura ambiente para que se produzca la reacción
7.- Añadir 50 µl de solución “stop” y mezclar bien.
8.- Leer la placa a 490 nm.
Cálculos
La absorbancia neta se calcula restando la absorbancia inicial leída en el paso 4 a la absorbancia final leída en el
paso 8. Con estos datos, se elabora la curva de calibración representando la absorbancia neta (incremento de absor-
bancia) frente a la concentración de ácido úrico. Por ejemplo, una recta de calibrado simple se describe en la figura
1.
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Con la curva de calibración, se pueden determinar los equivalentes de ácido úrico para cada muestra en función de
la absorbancia neta de la muestra, despejando la “x”. Si los resultados se prefieren expresar en “µM equivalentes de
Cobre reducido”, hay que multiplicar el resultado por 2.189.
Cálculo de la muestra
Como ejemplo, se muestran los datos obtenidos en una muestra de plasma (por duplicado, en la misma placa). Las
lecturas de absorbancia son las siguientes:
Después de calcular la absorbancia neta para cada muestra, se determina la absorbancia media ÄA490 para la
muestra analizada, que es 0,078. Despejando la “x” en la ecuación de la recta de calibrado y sustituyendo el valor de
la absorbancia neta, el resultado es:
X = (Y - 0,009)/0,309 = (0,078 - 0,009)/0,309 = 0,223 nM equivalentes de ácido úrico
Para expresar el resultado en µM equivalentes de cobre reducido:
1 mM ác. Úrico = 2.189 µM Cu+: 0,223 x 2.189 = 488 µM equivalentes cobre reducido
La modificación que se introdujo en el método fue variar la dilución de la muestra (en nuestro caso agua) con el
reactivo de bathocuproina ya que con las especificaciones del método no era posible determinar el poder antioxidante
en agua.
La dilución de la muestra con el reactivo R1 (que contiene bathocuproina) propuesta en el Kit es de 1/40 (por
ejemplo, 15 µl de muestra más 585 µl de buffer (R1)). Utilizando esta dilución no se observó ninguna reacción, por lo
que se procedió a realizar el ensayo trabajando con distintas diluciones:
Dilución 1/20 (12,50 µl muestra más 237,50 µl de buffer)
Dilución 1/10 (25 µl muestra más 225 µl de buffer)
Dilución 1/8 (31,25 µl muestra más 218,75 µl de buffer)
Dilución 1/20 (12,50 µl muestra más 237,50 µl de buffer)
Dilución 2/3 (100 µl muestra más 150 µl de buffer)
Dilución 1/1 (125 µl muestra más 125 µl de buffer)
Dilución 3/2 (150 µl muestra más 100 µl de buffer)
llegando finalmente a la dilución 4/5 (200 µl de muestra más 50 µl de reactivo R1), que si permitía determinar el
poder antioxidante en agua, teniendo en cuenta este factor de dilución para expresar los resultados. El problema es
que sin esa dilución no se puede realizar la determinación y daríamos resultados negativos (sin poder antioxidante).
Tampoco seria válida una solución alternativa.
No se podría añadir nada (compuestos fenólicos, vitaminas, antioxidantes....) en primer lugar por la propia defini-
ción de agua mineromedicinal “aquella que por sus especiales características se ha acreditado como agente terapéutico
y ha sido declarada de utilidad pública por los organismos pertinentes”. Y en segundo lugar por las características pro-
pias de las aguas mineromedicinales (temperatura, pH, composición de iones, etc) dado que la utilización de aditivos
podría modificar no sólo las propiedades beneficiosas y terapéuticas de las aguas mineromedicinales sino también de
los compuestos añadidos, pudiendo dar artefactos que no tuvieran que ver con su actividad real
Esta dilución daba unos buenos resultados que eran fácilmente reproducibles y permitió demostrar, en primer lugar,
que algunas aguas si tenían poder antioxidante, en segundo lugar, que el poder antioxidante del agua estaba relacionado
con el contenido y proporción de diferentes iones (de ahí que algunas aguas tengan mayor poder antioxidante que
otras), y finalmente también puso de manifiesto que no todas las aguas presentan poder antioxidante, de ahí el interés
en localizar y cuantificar las que si lo presentan.
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Ejemplo de realización de la invención
De acuerdo con las especificaciones del método (kit BIOXYTECH® AOP-490TM que comercializa la casa
DELTACLON como kit PAO) se procedió a determinar el poder antioxidante de distintas aguas mineromedicinales
procedentes de distintos lugares de la geografía española.
Tal como se ha descrito en el apartado 4 de esta Memoria, se procedió en primer lugar a reconstituir el ácido úrico
estándar para la obtención de la curva de calibrado y recta de regresión. Con el ácido úrico estándar reconstituido no
utilizado se hicieron alícuotas que se congelaron a -70 grados para su posterior utilización.
La curva de calibrado y recta de regresión obtenida (Figura 2) presentaban los siguientes valores:
Y= 0,2786x + 0,0292
R2 = 0,9991
En la que:
x son los mM de ácido úrico
y es la diferencia de absorbancias entre la 2ª y la 1ª lectura
1 mM de ácido úrico = 2189 µmol/l cobre.
Se procedió, en segundo lugar a realizar el ensayo, tal como se ha descrito previamente (apartado 4 de esta Memo-
ria)
1. Etiquetar un tubo de ensayo para cada uno de los estándares y muestras a determinar.
2. Diluir cada estándar o muestra con el reactivo R1 (contiene Bathocuproina) en proporción 1/40 (por ejem-
plo, 15 µl de muestra más 585 µl de R1).
3. Añadir 200 µl de cada dilución en cada uno de los pocillos de la microplaca.
4. Leer la placa a 490 nm.
5. Añadir 50 µl del reactivo 2 (con Cu++) a cada pocillo y mezclar.
6. Incubar durante tres minutos a temperatura ambiente para que se produzca la reacción
7. Añadir 50 µl de solución “stop” y mezclar bien.
8. Leer la placa a 490 nm.
Ninguna de las muestras analizadas dio resultado positivo, ya que al no producirse reacción no había diferencia de
absorbancias entre la primera y la segunda lectura y por tanto no se detectaba nada.
Se procedió a modificar las diluciones de las muestras con el reactivo cromogénico (R1) obteniéndose una dilución
4/5 (200 µl de muestra más 50 µl de R1) a la que las muestras anteriores si daban un resultado positivo.
Cálculo de los resultados obtenidos:
Muestra 1 correspondiente a un balneario con características del agua: Hipertermal. Mineralización débil. Sulfurada,
iones predominantes bicarbonato, cloruro, sodio. Por su dureza muy blanda
Y= 0,2786x + 0,0292
R2 = 0,9991
y = 0,191 (absorbancia 2ª lectura) - 0,044 (absorbancia 1ª lectura) = 0,147
x (en mM de ácido úrico) =
(0,147 − 0,0292)
0,2786
x
1
32
= 0,01321 mM ácido Úrico
F= factor de dilución = 1/32
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Como 1 mM de ácido úrico = 2.189 µmol/l cobre
0,01321 mM ácido Úrico x 2.189 = 28,92 µm de cobre reducido
El poder antioxidante del agua minero medicinal se expresa en concentración de mM de ácido úrico o µm de cobre
reducido, de este modo el agua problema tiene de un poder antioxidante de 0,01321 mM ácido Úrico ó 28,92 µm de
cobre reducido.
Muestra 2 correspondiente a un balneario con características del agua: Hipertermal. Mineralización fuerte. Bicar-
bonatada. Clorurada. Sódica
Y= 0,2786x + 0,0292
R2 = 0,9991
y = 0,121 (absorbancia 2ª lectura) - 0,036 (absorbancia 1ª lectura) = 0,0558
x (en mM de ácido úrico) =
(0,0558 − 0,0292)
0,2786
x
1
32
= 0,00625 mM ácido Úrico
F = factor de dilución = 1/32
Como 1 mM de ácido úrico = 2.189 µmol/l cobre
0,00625 mM ácido Úrico x 2.189 = 13,687 µm de cobre reducido
El poder antioxidante del agua minero medicinal se expresa en concentración de mM de ácido úrico o µm de cobre
reducido, de este modo el agua problema tiene de un poder antioxidante de 0,00625 mM ácido Úrico ó 13,687 µm de
cobre reducido
Muestra 3 correspondiente a un balneario con características del agua: Hipotermal. Mineralización media. Sulfurada.
Radiactiva. Iones predominantes bicarbonato y sodio. Por su dureza muy blanda
Y= 0,2786x + 0,0292
R2 = 0,9991
y = 0,272 (absorbancia 2ª lectura) - 0,044 (absorbancia 1ª lectura) = 0,228
x (en mM de ácido úrico) =
(0, 228 − 0, 0292)
0, 2786
x
1
32
= 0,02298 mM ácido Úrico
F= factor de dilución = 1/32
Como 1 mM de ácido úrico = 2.189 µmol/1 cobre
0,02298 mM ácido Úrico x 2.189 = 48,813 µm de cobre reducido
El poder antioxidante del agua minero medicinal se expresa en concentración de mM de ácido úrico o µm de cobre
reducido, de este modo el agua problema tiene de un poder antioxidante de 0,02298 mM ácido Úrico ó 48,813 µm de
cobre reducido
Por tanto se ha demostrado la validez del método con muestras de aguas mineromedicinales diversas.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para determinar poder antioxidante en agua mineromedicinal caracterizado por comprender los
siguientes pasos
- Sacar los reactivos y las muestras de agua de la nevera y mantener durante al menos 3 horas a una tempe-
ratura estable comprendida entre 20-25ºC (sin calentar).
- Reconstituir con agua desionizada la solución estándar de ácido úrico y mantener durante al menos 3 horas
a una temperatura estable comprendida entre 20-25ºC (sin calentar).
- Añadir a la muestra de agua el Reactivo 1 que contiene Bathcocuproina (2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fe-
nanthrolina)
- Leer el líquido a 490 nm.
- Añadir 1 volumen del reactivo 2 (con Cu++) por cada 4 volúmenes de líquido y mezclar.
- Incubar a temperatura ambiente (tres minutos) para que se produzca la reacción
- Opcionalmente se podría añadir 1 volumen adicional de solución “stop” y mezclar bien.
- Leer a 490 nm.
- Calcular el aumento de absorbancia
- Determinar el poder antioxidante expresado en concentración de mM de ácido úrico en relación con la
curva patrón
2. Procedimiento para determinar poder antioxidante en agua mineromedicinal según la reivindicación 1 caracte-
rizado por elaborar la curva patrón con 2mM de ácido úrico con los siguientes soluciones decrecientes con diferentes
concentraciones de ácido úrico (2,0; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 y 0,063 mM).
3. Procedimiento para determinar poder antioxidante en agua mineromedicinal según las reivindicaciones 1 y 2
caracterizado por elaborar utilizar el reactivo R1 en proporción 4/5.
4. Procedimiento para determinar poder antioxidante en agua mineromedicinal según las reivindicaciones 1 a 3
caracterizado por elaborar utilizar el reactivo R1 en proporción 4/5 con 200 µl de muestra más 50 µl de R1, utilizar
200 µl de la solución resultante añadirle 50 µl del reactivo 2, esperar 3 minutos y añadirle 50 µl de la solución stop.
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